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@) Neues Cholesterolderivat fur den liposomalen Gentransfer 

@ Die Erfindung betrifft ein neues Cholesterolderivat fur den 
tiposomaien Gentransfer. Anwendungsgebiete der Erfindung 
sind die Medizin und die Gentechnik. 
Das neue Cholesterolderivat 3p[N-(N,N'Oimethylaminoet- 

han)-carbamoyl]cholesterol (DAC-Chol) wird durch Umset- 
zung von N,N'-Dimethyiethyiendiamin und Chlorformyicho- 
lesterol in aquimolaren Mengen hergestellt und durch 
Chromatographie gereinigt. 

DAC-ChoJ ist nicht toxisch und kann vorteilhaft fur den 
direkten liposomalen Gentransfer eingesetzt werden. 
Gegenstand der Erfindung ist ferner eine neue Methode des 
direkten liposomalen Gentransfers in vivo, die dadurch 
gekennzeichnet ist, daB Uposomen/DNA-Komplexe kontinu- 
ierlich bzw. in gezielten Zeitintervallen Goer automatiscne 

- oder nachfullbare Pumpsysteme wiederholt appliziert wer- 

p den. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriff t ein neues Cholesterolderivat fOr den Uposomalen Genfa-ansfer sowie ein Verfahren zu 
seiner Herste«ung.AnwendungsgebietederErfuidungsind die Median und die Gentecbnik. 

Kationische Li?osomen sind effektive nichtvirale Transfektionsreagentien fur t'en^e ZeUen £ vnro (P. 
Feigner, G. Ringold, Nature 337/1989/. 387-388). Das erste Reagenz dieser Art, D 0™)^"S"nOPF. 
loXropylVNW-trimethylainmoniumchlorid), ist nach Mischung mit einer aquimolaren Menge von DOPE 
^^S^OigMmiJutt^ in der Lage, eineReihe von SaugerzeUen in vitro and in vivozu transfizierea 
( DtoSyaS* von DOTMA verlauft fiber viele Stufen mit einer verhaltnismaBig genngen Ausbeute Das 
handelsubUche Mittel, Upofektin. welches DOTMA und DOPE enthak. ist daruber hinaus retauv teuer Andere 
kationische Uposomreagentien mit kommerziell zugangUchen katiomschen Amplnphdenhaben sjch grehtov 
toxisch gegenflber den behandelten ZeUen erwiesen (Pinnaduwage et al, Biochim. Biophys. Acta 285/1989/, 

33 xSoundL Huang (Biochem. Biophys. Res. Comm. 179/1991/. 280-285) habendas kationische Cholesterol- 

heSeKSen, U^somen mit diesem Upid transfizierea effizienter und sind weniger toiosch gegenuber 
den behandelten ZeUenals das lipofektin-Reagenz. ... r ... - j j i^^nrrknl 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein neues kationisches Lipid zu finden. das bei mit DC-Choi 
vergkicSlrTrSktionsmhigkeit einTgeringere Toxizitat aufweist und damh insbesondere fur erne m 

20 ™D^ufg^^ 

^aTneue Mittel unter Ensatz von DAC-Chol hat gegenflber den bisher verwendeten MUteta den Vorteil, bei 
ho^en£^^ 

« ffihren. Die Anwendung des Mittels wird an GUoblastoma-Zellen der Ratte, die sonstnur mit gennger BMm- 
wTttansfiziert werden kdnnen. gezeigt Es werden Transfektionsraten erreicht, die im Vergleich zur Calcnim- 
phoSSSipSstechmk (CPPP bis zu lOfach hoher sind Dieser Befimd 

Formation der DNA einen besseren Uposom-Zellkontakt fiber die positiven Ladungender Vesikel und auf die 
hohere Stability in Hinsicht auf die DNA abbauenden Enzyme zurtckzufflhren sein. . 

M Dadurch kann es vorteilhaft fur den direkten Uposomalen Gentransfer gemflB Anspruch 5 emgesetzt wwden. 
So lassen sich z. B. auch Immumiposomen durch Kopplung von Organ- bzw^geweb^pez.T^hen An^rpern 
unter Zusatz von DAC-Chol/DOPE hersteUen. Bei vorheriger Inkubation der j ZU ttansfizierenden DNA mit 
Kemproteinen (z. B. HMG-1) laBt sich eine erhohte Integration und Expression des Fremdgens nach Verkapse- 
lung bzw. Association in DAC-Chol/DOPE-Liposomen erreichen. Eine weitere 

35 sion) der DAC-Chol-Liposomen ist mdguch, wenn man Fusionsproteine bzw. inaktmerte Viren in die Liposo- 

^X^tt^^^po^en ohne nennenswerte Toxica n bzw. ^aktion^ 
gemflB Anspruch 5 flber automatische oder nachfOUbare Pumpsysteme zum direkten ^ ™^ent™rfer 
(intratumoral bzw. organ-spezifisch) verabreichen kann. Mit dieser Methode, die auch fur andere IjP«ome n 
« anwendbar ist. wird eine im Vergleich zu retroviralen bzw. adenoviralen in vivo-Methoden erne weit . hohere 
^fektionSffektivitat erreicht Damit konnen TumorzeUen, die sich in unterscmedUchem MaBe zu emem 
bestimmten Zehpunkt in Proliferation befinden, transfiziert und abgetotet werden. 
Die Erfindung soli nachf olgend durch Ausf fihrungsbeispiele nfiher erlautert werden. 

45 Ausffihrungsbeispiele 

1. Herstellung von 3KN-(N^'-Dimethylaminoethan)-<arbamoyl)-cholesterol (DAC-Chol) 

Die symmetrische Form von rjimemylemylendiamin wird nach der Vorschrift von Gao et al (Bfochenu 
so BiophyiRes. Comm. 179; 280) mit Cnlorformylcholesterol umgesetzt Das erhaltene olige Produkt wird einer 
SaXnchromatographie (Silicagel 60. Lauf mittel TricUomethan/Methanol = 9 :1) unterworf eiL Das abge- 
dSte DAC-Chol besitit nach der dunnschichtchromatografischen Reinigung (Laufmittel: Tnchlormethan/ 
Nethanol =65: 35) einen Rf-Wert von 033-0^7. . 

Fflr die weitere Verwendung wird DAC-Chol mit DOPE im Verhaltnis 3 : 2gemischt 

2. Marker- und TNF-alpha-Gentransfer mit kationischen Liposomen in Vergleich zur 
Calciumphosphat-Prazipitationstechnik (CPPT) in vitro 

Der Marker-Gentransfer fflhrt zu einer vierf ach hdheren Transf ektionsrate fflr kationische Uposomen afc mit 
derCPPT^Mettode^ 
meti7oS(C^^ 

Beim Einsatt von F98 GUoblastoma-ZeUen von Ratten werden jedoch nur gennge U«en^^ebeobachtet 
Interessanterweise ist die Preparation gemaB der Erfindung trotz des aus dem J>^^^^nSnri 
hohen Gehaltes an DAC-Chol^)OPE-Dposomen nicht toxisch, was sowohl anhand von Vitahtitstesten (MTT) 
als auch an morphologischen Parametem nachgewiesen werden kann. 



55 



60 



2 



DE 196 23 916 Al 

Tabelle 1 

Maximale Transfektionseffizienz (aus 3 Experimented in % der transfizierten Zellen (5 x 10 s , 5 ng DNA 

(pBAG)) 



Transfelctions j 


N31-Zellen 


N64-Zellen 


F98-Zellen 


methode 








DC-Choi 


1.26 


2.00 


1.06 


Lipofecrtin 


0.40 


1.10 


2.05 


Ca a (POJ 2 


0.12 


0.52 


0.76 




Tabelle 2 






hTNF Expression nach Gentransf er von F98 Zellen 




1 Trans fektionsmetfaoden 


TNF Aktivitat 

ng/ml von 5 x 10* Zellen, 24h 


Ca 3 (P0 4 ) 2 


1,81 ± 0,29 


DAC/Chol/DOPE 


1,76 ± 0,3 


Lipofectin 

1 


1,76 ± 0,29 
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Die Resultate sind ein Mittel aus 4 Experimenten + Standardabweichung. Der t-Test fur unabhangige Proben 40 
zeigtkeinesigiiifikantenUm^ . n - 

Die hTNF-Sekretion nach dem Transfer nut den verschiedenen Methoden hegt zwischen 1-2 ng/mL Die 
ausgeschiedene TOF-alpha Menge bewirkt eine deutliche Wachstumshenimung von ^Zdten urarhato » von 5 
Tagen. Die Wachstumshenimung wird von morphologischen Anderungen und vom ZeUtod begleiteL F98-ZeUen^ 
die mit dem ieeren (pWG29deD-)Vektor transfiziert wurden, exprimierten kerne nachweisbaren Mengen von 45 
TNF und erwiesen sich als morphologisch intakt 

3. Die Stimulierung der TNF-alpha Expression von DAC-Chol-Liposomen durch Dexamethason 
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Tabelle3 

Dexamethason-stimulierte Expression von hTNF in transfizierten ZeUen 



5 




Nr. des 


TNF Aktivitat 


x fach 






zeiiKions 


nrr /ml 




to 




Dexamethason 
(lCT*M/5h) 


5 x 10 s /24 h 




15 


Lipofectin 


10 

+ 


2.03 
17.89 


8.9 & 


20 


DAC-Chol/DOPE 


5 

+ 


1.12 
19.78 


17.6 | 


25 


| Transf ecfcam 


8 

+ 


2.93 
15.34 


5.3 j 
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Dexamethason kanndie hTNF-Produktionin F98 Zellktoneii.gewonnennachTr^eWo^ 
posomen, bis zum lSfachen steigern. Ausgehend von den vorhergehenden Ergebnissen werden kaaomscne 
DAC-Chol-Liposomen fur den in vivo-Marker Gentransf er ausgewanlt 

4. LacZ Gentransf er mit DAC-Chol/DOPE Liposomen in vivo 

Nach dem in vivo-Marker Gentransf er mittels DAC-Chol-Liposomen in implantierte fUteatumo « 0^ 6 W 
Lacl/To TDAOChol/DOPE) konnte nachgewiesen werden, daB diese Uposomen beim direkttm 
fn der Lage waren. bis zu 3 ZeUschichten urn die Injektionsebene herum zu tra^eren (gem«^n anemer 
positive^X-Gal-Farbung), In normalem Hirngewebe konnte dagegen kerne Farbung durch endogene B-Galac 
tosidase nachgewiesen werden. 

5. In vivo Gentransfer mit DAC-Chol/DOPE Uposomen nach Pumpapplikation 

Das in Chloroform gelSste kationische Cholesterolderivat (DAC-Chol, 304 pg) wird ^ 0 ™J?™^** 
Losu^ ^def SrUpids Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE, 195,5 ug), in unterschiedhchen m0uaiy»- 
L^Sn^eSht uSd^uWmittel am Rotationsverfampfer entf ernt ^ n ^J?^^ n J^'S 

voUstandign Entfemungdes Chloroforms 2 J^*^* 
man anschlieBend mit 500 ul 20 mM PBS-Puffer pH 7,4 ^-if™*™™ Medium * dem^ 5 .ch 
Markereens Tz. B dUT 651 (B-Gal-Gen Vector) Oder pUT 650 (Lucif erase-Gen-Vektor)) bzw. eines I ne«-apie 

g1n^pOT6%^^ 
fionwirdtoeitigbeschaUt(Badbe^^ 

Dieser Iiposomen/DNA-Komplex ist uber einen Zeitraum von mmdestens 3 Tagen J>ei 37 ^ 
(gemessen an der Transfereffizienz des Markergens) und stabtt, d. h. er ze.gt wahrend dieser Penode kemerlei 

^An^Ta&rap^ 

cheT A^pSo^tem (z. B. Pumpapplikation) oder durch wiederholte ^. el «? ben ^ e S^Treo^ 
SbzWohne Reservoir oder unterbrechbarenPump- bzw. Itmisjonssystemenm vivoverabreicht(z. Rstereot 
aktische Implantation eines Kathetersystems in einen Hirntumor bzw. die TumorhOnle). 

6. In vitro und in vivo Transfer von Oligonukleotiden 

inkubieren. Dies fuhrt zur 98%igen Blockade der DC44 Expression (Abb. 2-4). F0r die in vivo Anwendung sina 
die im Bsp. 5 ausgefuhrten Applikationsarten anwendbar. 



4 



10 



15 



20 



DE 196 23 916 Al 

7. HersteUung von Liposomen mit rekonstituierteri Fusionsproteinen zmn Gen- und Oligonukleotidtransfer 

in me F und/oder HN-Protein des Sendai Virus oder die Fusionsproteine anderer Viren bzw. artifizieU 

Sfefa« ioSSS^Wton X 100) gemischt. das Detergens wird durch Diaiyse^ Siulenffennung 
Soblad^BehSuSg cier Zentrifugation entfernt und ggf. in Anwesenhe.t von 2mM ^ ^^1^° fi* 
geSen Genkonstrukte mit bzw. ohne vorherige Komplexierung durch Kemproteine (z. B. HMG-1) oder 
w<.m(Tnete Kationen (z. B. Polv-L-Lysin) bzw. Oligonukleotide im Puffer zugesetzt 

^Mk desef^^^ dann in unterscbJedHchen Zeit- V^^^-SSSfai 

grammen GlioblastomazeUen, LebertumorzeUen, NierenzeUen usw. m vitro bzw. wie m Bsp. 5 beschneben in 
vivo (Bestimmung der Transf ereffizienz). 

8. HersteDung von Immunliposomen zum Gen- und Oligonukleotidtransfer 
Zur HersteUung von Anti-CEA, Anti Thy 1.1, Anti-CD44 ( Anti-CD56 wurden modifizierte Antikdrper an 

ra f SM?B ^zu^en^ffdiese Anker werden mit Suc^dyl-S-aceAyltWoacetat (SATA)-mo<hfeerte 
monoSe Antikdrper kovalent an die Liposomen gebunden. In einem Rundko ben veremigt man 42^ mg 
SMPB TmitTuier^LSuW von 16,88 ul (118,16 nmol) Triethylamin in Methanol (5 ml, wasserfrei) und gibt nach 
^^S^^^t^ Substanzenl8,62 mg in Chloroform "HJSSFS^ 
pEaII Hnrrh Riihren des vor Taeeslicht geschutzten Ansatzes unter Stickstoffatmosphare statt (3 h). 

aie MeSS/Cnloloform-Phase am Rotationsverdampfer entfemt D erentstandene gelbe .^Jm ™£ £ 
15 ml Chloroform gelost und mit einer 0,9%igen Natriumchloridldsung (2 x , je 15 ml) extrahiert. Die Abtren- 25 
^SSvSSi& durch Zentrifugation (23»Q 15 mio, 5000 U/mia) Die obere Phase wird verworfen und 
dTleVammelten resdichen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet Die Chloroformphase wird emgeengt die 
M^rde^fiStSsbestimmt und ein DC angefertigt. Die saulencluomatographische Trennung 
PEerfolSdurchGradientenelution-Wahrendderlmmum^ 

r^^™.nww,,n» Hi.. DMA- bzw die Ofisonukleotidkonstrukte in das Innere der Vesikel emgeschlossen. In 30 
"sea 

PatentansprOche 

35 

1 3BTN-fN,N'-Dimethylanifooethan^ 

i Verfahren zur HersteUung von DAC-Chol, dadurch gekennzeichnet, daB W'- D »^2™ 
und Chlorformylcholesterol in aquimolaren Mengen miteinander umgesetzt werden und das erhaltene 

Silicagel und dem FlieBmittel Trichlormethan/Methanol 9 : 1 und nachfolgend dunnschicntchromatogra- 
DhischmitdemFlieBinitteITrichlormethan/Methanol65 :35erfolgt . 

4 Verwendung von DAC-Chol far den direkten liposomalen Gentransfer m vivo, ggf. unter Verwendung 
von Antikorplrn, a a. zur HersteUung von ImmunUposomen, von viralen Fusionsproteinen und von Kern- ^ 

LSSrbzw!? > gSelten Zeitintervallen uber automatische oder nachfQUbare Pumpsysteme wieder- 
holtappliziert 
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